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Malária ou paludismo é uma doença parasitária provocada por protozoários do género 
Plasmodium e transmitida por fêmeas de mosquitos do género Anopheles. Há cinco 
espécies de Plasmodium capazes provocar malária em humanos (P. falciparum , P. 
vivax , P. ovale, P. malariae e P. knowlesi), destas espécies as mais prevalentes são P. 
falciparum e P. vivax, e a mais letal é P. falciparum.  
Apesar de a malária ser uma doença que se pode prevenir e tratar, esta continua a ter um 
impacto devastador na saúde mundial. De acordo com o World Malaria Report de 2015, 
cerca de 3.2 biliões de pessoas encontravam-se em risco de contrair malária. Em 2015, 
foram estimados 214 milhões de novos casos de malária e cerca de 438 000 mortes, a 
maioria em crianças com menos de 5 anos na África Subsariana.  
Tendo em conta a situação atual da malária, já foram delineadas campanhas que têm por 
objetivo a erradicação desta doença. Os estudos demonstram o aumento da resistência 
aos antimaláricos mais utilizados, incluindo a artemisinina e seus derivados. A rápida 
disseminação da resistência aos antipalúdicos tornou prioritária a vigilância da 
susceptibilidade dos parasitas aos fármacos. É crucial o desenvolvimento de 
metodologias inovadoras que facilitem uma avaliação rápida, eficaz e rigorosa do efeito 
dos fármacos e compostos sintéticos ou naturais, no ciclo e metabolismo de 
Plasmodium, para que possam ser delineadas estratégias que limitem a propagação da 
resistência e o desenvolvimento de novos compostos e vacinas.  
Neste trabalho, padronizamos o uso do fluorímetro de microplacas e resazurina, para 
avaliar in vitro a viabilidade de P. falciparum quando sujeito a um pulso de seis horas 
de dihidroartemisinina. Este teste de susceptibilidade, de fácil execução, produz 
resultados quantitativos, rápidos e fiáveis, o que o torna uma alternativa eficaz ao ensaio 
RSA0-3h, uma vez que consegue ultrapassar a subjetividade e trabalho árduo, inerentes à 
observação de esfregaços corados com Giemsa, por dois ou mais microscopistas 
experientes que contabilizam parasitas viáveis.   
Palavras-chave: Plasmodium falciparum, malária, artemisinina e derivados, 




Malaria is a parasitic disease caused by protozoa of the genus Plasmodium and 
transmitted by mosquito females of genus Anopheles. There are five species of 
Plasmodium that are capable to causing malaria in humans (P. falciparum , P. vivax , P. 
ovale, P. malariae e P. knowlesi) , P. falciparum and P. vivax are the most prevalent 
species and P. falciparum is the  most lethal . 
Although malaria is a disease that can be prevented and treated, at the same 
time malaria continues to have a devastating impact on world health. According to 
the World Malaria Report 2015, about 3.2 billion people remain at risk of malaria. In 
2015, there were an estimated 214 million new cases of malaria and 438 000 deaths. 
mostly of children under five years old in sub-Saharan Africa. 
Given the current situation of malaria, they have been outlined campaigns which are 
focused on eradication of this disease. Studies have shown increased resistance to 
commonly used antimalarial drugs, including artemisinin and its derivatives. The fast 
spread of resistance to antimalarial became the surveillance of susceptibility of parasites 
to drugs a priority. It is crucial to the develop innovative methodologies which can 
favour fast, efficient and accurate evaluation of the effect of drugs and synthetic or 
natural compounds in the cycle and metabolism of Plasmodium, so they can be drawn 
strategies that limit the spread of resistance and the development of new compounds and 
vaccines. 
In this study, we standardized microplate spectrophotometer and resazurin use to assess 
in vitro viability of P. falciparum when subjected to a pulse of six hours of 
dihydroartemisinin. This susceptibility test, easy to perform, produce quantitative, fast 
and reliable results, which makes it an effective alternative to RSA0-3h since it can 
overcome the subjectivity and hard work inherent in the observation of smears stained 
with Giemsa by two or more experienced microscopists that account viable parasites. 
Keywords: Plasmodium falciparum, malaria, artemisinin and derivatives, Artemisinin 
resistance, viability, resazurin, RSA0-3h, pulse drug assay. 
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Malária ou paludismo é uma doença provocada pela infecção dos eritrócitos por 
protozoários do género Plasmodium. É transmitida ao hospedeiro vertebrado durante a 
refeição sanguínea de fêmeas do mosquito Anopheles. Este protozoário é um organismo 
eucariota unicelular pertencente ao Filo Apicomplexa, Classe Haematozoea, Ordem 
Haemosporida, Família Plasmodiidae e Género Plasmodium. Das cerca de 200 espécies 
do género Plasmodium 5 são capazes de infetar e causar doença em humanos, são elas, 
P. vivax, P. ovale, P. malariae, P. knowlesi e P. falciparum, (7–10) sendo esta última a 
espécie mais patogénica, podendo causar anemia grave, malária cerebral ou morte. As 
características da doença variam com a espécie infetante, a parasitémia, o estado 
imunitário do paciente, com a administração da terapêutica correta e com a 
suscetibilidade do parasita a esta. Cerca de metade da população mundial está em risco 
de contrair malária. Entre 2000 e 2015, a incidência da malária (a taxa de novos casos) 
decresceu cerca de 37% e a taxa de mortalidade devido a malária 60% globalmente 
(11). 
O controlo da malária tem vindo a ser dificultado por muitos fatores, sendo os principais 
a resistência dos mosquitos vetores aos inseticidas e a emergência de estirpes de 
parasitas (nomeadamente P. falciparum) resistente aos fármacos antimaláricos. Sendo a 
resistência de P. falciparum aos sucessivos antimaláricos introduzidos um problema 
recorrente.  
Atualmente a maior preocupação centra-se na emergência de estirpes de P. falciparum 
resistentes aos fármacos atualmente disponíveis para o tratamento da malária, em 5 
países da região do Mekong: Camboja, Laos, Mianmar, Tailândia e Vietname (12). 
 
 1.1 Situação atual da malária no mundo 
De acordo com o World Malaria Report – 2015 publicado pela Organização Mundial de 
Saúde (OMS), cerca de metade da população mundial encontra-se em risco de contrair 
malária. De acordo com as últimas estimativas, em 2015 foram registados cerca de 214 
milhões de casos de malária que provocaram aproximadamente 438 000 mortes. A 
região mais afetada é o continente africano, onde se estima que tenham ocorrido 91% de 
todas as mortes por malária, sendo na sua maioria crianças com menos de 5 anos.  
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1.1.1 Ciclo biológico do parasita Plasmodium spp. 
O parasitas do género Plasmodium são similares e apresentam um ciclo biológico com 
duas fases: esporogónica sexuada e esquizogónica assexuada (Figura I-1). A fase 
sexuada ocorre no mosquito. A fase esquizogónica desenvolve-se no hospedeiro 
vertebrado (7,13). 
 
Figura I-1 – Ciclo biológico de Plasmodium spp. (adaptado de (14). Representação da 
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Figura I.1: Ciclo de vida de Plasmodium sp. (adaptado de Chiodini, et al., 2001). 
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Através da picada do mosquito, os esporozoítos são inoculados na derme e chegam à 
corrente sanguínea (15). Os esporozoítos migram para o fígado onde invadem os 
hepatócitos e se multiplicam assexuadamente (esquizogonia hepática), gerando milhares 
de merozoítos hepáticos (exoeritrocitários) que são libertados na corrente sanguínea. 
Nas espécies P. vivax e P. ovale alguns merozoítos sofrem esquizogonia, enquanto 
outros podem diferenciar-se em formas dormentes do parasita que ficam em estado de 
latência no fígado (hipnozoítos) (16) por períodos variáveis. A libertação dos 
merozoítos hepáticos para a circulação sanguínea ocorre através de estruturas 
designadas merossomas (17), que abandonam o fígado, entram em circulação e uma vez 




Figura I-2 - Estádios de desenvolvimento intraeritrocitário de Plasmodium 
falciparum. A - fase de anel, a seta assinala um parasita com dupla cromatina; B - fase 
de trofozoíto; C - fase de esquizonte, a seta assinala um dos merozoítos; D - gametócito 
(Fotografias de microscopia de transmissão a partir de esfregaços de cultura corados 
com Giemsa, ampliação 1000X). 
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Durante a fase intraeritrocitária do parasita, os merozoítos sofrem diferenciação 
originando estádios de desenvolvimento: anel, trofozoíto e esquizonte (Figura I-2).  
Após a invasão o parasita desenvolve-se dentro de um vacúolo parasitófaro (PV) 
iniciando a fase de anel (Figura I-3). Após 24-30 horas o parasita atinge a fase de 
trofozoíto, na qual aumenta de tamanho e inicia a replicação do DNA. Quando o núcleo 
entra em divisão, ocorre a esquizogonia, originando merozoítos - forma-se o esquizonte 
(cada esquizonte origina 16 a 32 merozoítos). Cerca de 48 horas após a invasão, ocorre 
a ruptura do eritrócito infetado libertando os merozoítos, que invadem novos eritrócitos 
(Figura I-3). Este ciclo ocorre de uma forma periódica de aproximadamente 48 h, sendo 
responsável pelos picos febris típicos de uma infecção de malária (7,13). Uma 
proporção dos merozoítos diferenciam-se em estádios sexuados (Figura I-2), 
gametócitos femininos e masculinos, as formas infetantes para os mosquitos vetores. Os 
gametócitos ingeridos pela fêmea do mosquito durante a refeição sanguínea, os 
gametócitos masculinos sofrem exflagelação no intestino médio do mosquito e fundem-
se com o gâmeta feminino originando o zigoto - oocineto e aloja-se na parede intestinal 
do mosquito formando o oocisto. Este, por um processo de multiplicação esporogónica, 
dá origem aos esporozoítos, que são libertados na hemolinfa, migram até́ às glândulas 
salivares do mosquito, e podem ser transmitidos ao hospedeiro vertebrado na próxima 
refeição sanguínea do mosquito (7,19). 
 
1.1.2 Aspetos relevantes do metabolismo de Plasmodium falciparum na fase 
intraeritrocitária 
P. falciparum é um parasita intracelular obrigatório, que invade ativamente o eritrócito 
hospedeiro, onde se desenvolve no interior do vacúolo parasitófaro (PV) (Figura I-3) 
formado durante a invasão.  
A invasão do eritrócito pelos merozoítos ocorre rapidamente (≈30s) (20). Após contato 
com um eritrócito, o merozoíto adere à membrana deste (21); penetra no eritrócito onde 
sofre desenvolvimento no interior de um compartimento chamado PV, formado a partir 
da membrana do eritrócito. A membrana que rodeia o merozoíto nesta fase, tem origem 




Figura I-3 – Metabolismo de Plasmodium falciparum na fase intraeritrocitária.   
FV – vacúolo digestivo, PV – vacúolo parasitófaro. Adaptado de (22). 
 
A hemoglobina proveniente do eritrócito hospedeiro, é digerida no vacúolo digestivo 
(FV) do parasita (23). No FV as protéases degradam a hemoglobina (24,25), que 
constitui uma fonte necessária de aminoácidos, libertando espaço para o parasita se 
desenvolver e contribuindo para a manutenção da pressão osmótica no eritrócito (25). 
No entanto, a degradação da hemoglobina gera grandes quantidades de 
ferriprotoporfirina IX (FP-IX) e espécies reativas de oxigénio (ROS) (26). Os ROS 
danificam os ácidos nucleicos, proteínas, lípidos e membranas (27). Ao contrário dos 
mamíferos, os quais destoxificam os grupos heme abrindo o anel enzimaticamente e por 
glucoronidação, o parasita digere a hemoglobina enzimaticamente produzindo heme 
livre [ ferroprotoporfirina IX ( Fe2 + -PPIX ) ] , que é tóxico para o parasita. O heme é 
oxidado e origina ferriprotoporfirina, Fe3 +-PPIX, que precipita no vacúolo digestivo do 
parasita produzindo uma matriz cristalina, não tóxica designada por hemozoína 




1.2 Tratamento da malária 
A malária é uma doença curável se diagnosticada e tratada adequada e prontamente 
(10). Na ausência de uma vacina eficaz contra a malária, o controlo da doença continua 
a ser realizado através do controlo dos mosquitos vetores e da administração de 
fármacos eficazes. 
O principal objetivo do tratamento é eliminar rápida e completamente o parasita do 
sangue do doente de modo a: curar a infeção; prevenir a evolução da malária não grave 
para uma possível forma grave (malária grave e/ou malária cerebral) com desfecho fatal 
(30). A nível de saúde pública o tratamento visa reduzir a transmissão da infeção, 
diminuindo o reservatório infecioso e prevenir o aparecimento e propagação da 
resistência a fármacos antimaláricos (31). 
A identificação de resistência por parte de P. falciparum aos sucessivos antimaláricos 
introduzidos, conduziu à recomendação da OMS de não usar monoterapia no tratamento 
dos casos de malária não complicada por P. falciparum, preconizando apenas as 
terapias combinadas à base de artemisinina (ACTs). Estes consistem na administração 
de um derivado da artemisinina em conjunto com um antimalárico de semivida mais 
prolongada (32). 
O tratamento da malária não complicada recai sobretudo num número reduzido de 
fármacos em combinação com um derivado da artemisinina (33). A OMS recomenda 
tratamento da malária não complicada por P. falciparum (com exceção de crianças 
muito jovens e mulheres grávidas), com uma das seguintes ACTs:  
Artemeter + Lumefantrina 
Artesunato + Amodiaquina 
Artesunato + Fansidar (SP) 
Artesunato + Mefloquina 
Dihidroartemisinina + Piperaquina 
Artesunato + Pironaridina 
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2. Aspectos metabólicos de Plasmodium falciparum associados à suscetibilidade a 
antimaláricos 
Nesta secção, serão abordados os aspectos metabólicos do parasita, modos de ação e 
mecanismos inerentes à resistência aos antimaláricos, com especial destaque para os 
derivados da artemisinina. 
 
2.1 - Fármacos antimaláricos 
O quinino (QN), um alcalóide extraído da planta Chinchona e as 4-aminoquinolinas 
desenhadas com base na estrutura da sua molécula (cloroquina, amodiaquina, 
mefloquina e halofantrina), atuam sobretudo nos estádios intraeritrocitários trofozoítos e 
esquizontes. Este antimalárico forma complexos com a ferriprotoporfirina IX 
(produzidos durante a metabolização da hemoglobina no FV do parasita) evitando a 
polimerização da hemozoína, o que impede o parasita de fazer a destoxificação dos 
radicais livres (34,35). Atualmente é utilizado no tratamento da malária grave. 
A cloroquina (CQ) foi considerada o fármaco perfeito devido à eficácia elevada contra 
formas eritrocitárias de P. falciparum, baixo custo e ausência de efeitos secundários. 
Este  antimalárico foi utilizado extensivamente nas regiões endémicas durante 10 anos, 
após os quais surgiram as primeiras estirpes de P. falciparum resistentes na América do 
Sul, Ásia e África (36). 
A primaquina (PQ) atua contra as formas exoeritrocíticas do parasita, incluindo os 
gametócitos. Este fármaco é tóxico para pacientes com deficiência em glucose-6-fosfato 
(G6PD) eritrocitária, provoca anemia hemolítica. No entanto, a deficiência em G6PD 
confere aos pacientes uma maior resistência à infeção por P. falciparum (37,38). 
A combinação terapêutica de sulfadoxina e pirimetamina dois fármacos com uma 
semivida longa, bloqueia a síntese de ácidos nucleicos. Cerca de um ano após a sua 
introdução registaram-se falhas terapêuticas na Ásia, América do Sul e África. Na 
atualidade recorre-se à SP para o tratamento profilático de grávidas no 2º e 3º trimestres 
de gravidez (39,40). 
A mefloquina (MEF) um 4 – quinolinometanol, similar ao QN, foi aprovada em 1989 
pela Food and Drug Administration (FDA) para o tratamento e prevenção da malária. 
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Este antimalárico tem um tempo de semivida longo, o que permite a administração de 
apenas uma dose semanal. Poucos anos após a sua introdução verificaram-se falhas 
terapêuticas resultantes da emergência de resistência dos parasitas à MEF, sobretudo no 
Sudeste Asiático (41). 
A pironaridina é uma molécula baseada na estrutura da mepacrina com a adição de uma 
cadeia lateral semelhante à amodiaquina (AQ). Este fármaco é eficaz contra 
Plasmodium falciparum, incluindo estirpes resistentes a outros antimaláricos como a 
CQ. A resistência à pironaridina parece emergir lentamente e é retardada quando é 
usada em combinação com outros antimaláricos, em particular, o artesunato. Estudos 
indicam que existe um efeito sinergético entre a artemisinina e a pironaridina contra 
parasitas resistentes a um ou ambos, o que permite a restauração de eficácia contra estas 
estirpes (42).  
A planta Qinghao (Artemisia), foi testada em 1967 na China, e revelou uma grande 
atividade antimalárica. Em 1972, o composto ativo foi purificado e designado 
qinghaosu (essência de qinghao). Os derivados deste extracto, as artemisininas, são 
agora considerados os antimaláricos mais eficazes, sobretudo quando combinados com 
outros fármacos (43). 
 
2.1.1 Artemisinina e derivados 
A artemisinina (ART), uma lactona sesquiterpénica, possui um grupo funcional 
endoperóxido, que demonstrou ser essencial para a sua atividade antimalárica (44,45). 
A partir da ART, foram obtidos outros derivados semissintéticos com maior potência 
antimalárica, como o artesunato e o arteméter (46). 
Os derivados de ART apresentam como propriedades farmacológicas: redução rápida e 
sustentada da biomassa do parasita; eficazes contra parasitas resistentes a outros 
fármacos; resolução rápida dos sintomas clínicos; redução dos gametócitos; atuam em 
várias fases do ciclo do parasita (36). Estes fármacos podem ser administrados por 
diversas vias (oral, rectal, intravenosa, intramuscular), são muito bem tolerados e têm 
baixa toxicidade (47). 
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Como inconvenientes da ART podem ser referidos o fato de não apresentar atividade 
contra as formas exoeritrocitárias do parasita, o seu custo elevado e a sua curta semivida 
(<6h) que pode originar recrudescências quando utilizada em monoterapia. Outro fator 
limitante a ter em conta é que a ART apresenta baixa solubilidade em meio aquoso e 
lipídico. De modo a suprimir este inconveniente foram sintetizados a partir da 
dihidroartemisinina (DHA), o metabolito ativo da ART, o artemeter e o arteéter, 
fármacos mais lipossolúveis e o artesunato mais hidrossolúvel (46,47). 
Dos antimaláricos, o artesunato é o mais rapidamente eficaz, devido à sua 
biodisponibilidade praticamente instantânea, uma vez é hidrolisado em DHA antes da 
sua absorção (48). 
Os derivados da ART (ex.: artesunato, artemeter, arteéter e DHA) são rapidamente 
eliminados do organismo. Assim, o antimalárico companheiro nos ACTs deve possuir 
um tempo de semivida maior, de forma a eliminar os parasitas residuais. A terapia ACT 
tem ainda como vantagem reduzir a probabilidade de seleção de mutações que 
desencadeiem resistência simultânea a ambos os fármacos da combinação pois têm 
modos de ação diferentes (49). 
 
2.1.2 Mecanismo de ação da artemisinina e derivados 
Ao comparar a ART e seus derivados (ARTs) com outros antimaláricos verifica-se que 
agem mais rapidamente sobre o parasita, inibindo os seus principais processos 
metabólicos, como a glicólise e a síntese de ácidos nucleicos e proteínas, impedindo 
assim o desenvolvimento do parasita logo que este invade os eritrócitos. A ARTs atuam 
preferencialmente nos estádios de anel e trofozoíto jovem. Outra das vantagens da 
ARTs em relação aos restantes fármacos é a inibição da citoaderência dos parasitas às 
células endoteliais, um dos principais determinantes de virulência. Ao agir sobre a 
forma de anel, impedem o desenvolvimento de gametócitos, o que conduz à redução da 
transmissão de malária em áreas endémicas. A ARTs não atuam nos estádios hepáticos 
do parasita, pelo que não são adequados para o tratamento profilático, nem devem ser 




Apesar de a ARTs serem utilizados há vários anos, o seu mecanismo de ação ainda não 
é consensual. A ponte endoperóxida  (C-O-O-C) comum a todos estes compostos é o 
farmacóforo, que lhes confere as propriedades antimaláricas. 
Para que se desencadeie o mecanismo de ação da ARTs, eles necessitam ser ativados, o 
que gera radicais livres. Foram propostos vários modelos para a fonte de ativação da 
ARTs, entre os quais a reação covalente entre a ART e o ferro ligado à hemoglobina 
(52–55) ou o Fe2 + - heme, que segundo Zhang e Gerhard é o ativador mais eficiente e 
rápido da artemisinina (56). 
Há teorias que defendem que a redução da ponte endoperóxida pelo heme 
intraparasitário ou pelo ferro iónico, ou a sua protonação leva à formação de espécies 
reativas de oxigénio (ROS) que provocam a morte do parasita (57). 
Contudo, a integridade da ponte endoperóxida é necessária mas não suficiente para a 
atividade antimalárica, pelo que outros alvos, merecedores de mais estudos, têm sido 
propostos como contribuidores para o mecanismo de ação, tais como: 
Retículo sarco-endoplasmático Ca2+- ATPase (SERCA) codificado pelo gene PfATP6 
(55,58), que reduz o Ca2+ livre no citosol através do bombeamento de dois Ca2+ para o 
retículo endoplasmático, em troca de 4H+. A ARTs ligam-se a PfATP6 provocando 
alterações conformacionais que impedem a ligação de Ca2+, e consequentemente, a 
perda da função de bomba de Ca2+ e morte do parasita (59). 
O potencial da membrana mitocondrial pode ser interrompido devido às ROS geradas 
localmente pela ARTs, o que leva à despolarização da membrana mitocondrial e a 
falhas no funcionamento da mitocôndria (47,55,57,58,60–63). 
Hartwig et al. (64), referem que a ARTs se acumulam rapidamente no vacúolo 
digestivo, onde são ativados pelo heme associado aos lípidos neutros, resultando 
metabolitos reativos que alquilizam o heme formando adutos lipofílico que provocam 
peroxidação lipídica e formação de ROS, que danificam as membranas lipídicas. Este 
mecanismo em parte explica os danos que ocorrem no FV (64–71). 
Danos na cadeia de DNA  provocados pelo artesunato (dependentes da dose e do tempo 
de atuação) são acompanhados pelo aumento da produção de ROS no parasita, o que 
I- INTRODUÇÃO 
12 
por sua vez exacerba esses danos no DNA. Estas observações sugerem uma relação 
causal entre ROS, danos no DNA e morte do parasita (51). 
 
2.2 Resistência aos fármacos antimaláricos 
O controlo da malária atualmente tem como maior entrave a resistência (em especial) de 
P. falciparum aos antimaláricos (72). 
Atualmente a resistência está documentada para todas as classes de antimaláricos 
(Figura I-4 e Figura I-5) e para três das espécies de Plasmodium que infetam humanos: 
P. falciparum, P. vivax e P. malariae. Também há relatos de resistência cruzada aos 
antimaláricos. Vários antimaláricos foram removidos do mercados após a propagação 
da resistência do parasita (73). 
 
Figura I-4 – Resistência de P. falciparum aos antimaláricos, distribuição mundial. 
Adaptado de (1); SP, sulfadoxina+pirimetamina. 
 
A resistência aos antimaláricos surge sobretudo devido à demora ou falha na depuração 
das formas assexuadas do parasita no sangue, o que permite a formação de gametócitos 
I- INTRODUÇÃO 
13 
e consequentemente a transmissão do genótipo mutante (30).  
Os genótipos mutantes resistentes aos antimaláricos surgem devido a eventos genéticos 
espontâneos. A resistência pode desenvolver-se a partir de uma única mutação ou 
através de vários eventos genéticos interligados. Num ambiente com doses 
subterapêuticas do fármaco, os parasitas susceptíveis são eliminados e o parasita 
resistente sobrevive, transmitindo a sua informação genética, o que conduz à 
propagação da resistência (31). 
A resistência resulta da interação de diversos fatores inerentes ao parasita, aos 
hospedeiros vertebrado e invertebrado e ao próprio meio ambiente em que se 
desenvolve (74). Contudo, tem sido apontado como principal fator a pressão dos 
fármacos, ou seja, o uso inadequado dos fármacos ou o uso extensivo em monoterapia, 
que conduz à seleção de estirpes resistentes (75). 
 
2.2.1 Mecanismos de resistência 
Os mecanismos genéticos de resistência de P. falciparum aos fármacos antimaláricos 
ainda não estão completamente esclarecidos. Foram identificados seis genes de P. 
falciparum envolvidos ou potencialmente envolvidos na resistência aos principais 
antimaláricos: os genes que codificam dihydrofolate reductase (dhfr), dihydropteroate 
synthase (dhps), P. falciparum chloroquine-resistance transporter (pfcrt), P. falciparum 
multidrug-resistance gene 1 (pfmdr1), cytochrome b e proteína kelch13 de P. 
falciparum (pfK13). 
As mutações no gene pfcrt provocam alterações no transportador PfCRT que conferem 
resistência á CQ, por diminuírem as concentrações do fármaco no interior do FV 
parasitário, devido ao seu efluxo (76).  
O gene pfmdr1 codifica uma glicoproteína transmembranar (homologa à Pgh1 humana) 
localizada no FV de P. falciparum (77). As estirpes do parasita resistentes à CQ, QN e 
AQ apresentam uma redução da concentração de fármaco no FV, devido à propensão 
reduzida do transportador PfMDR1 de ligar e transferir o antimalárico, o que não 
permite alcançar os níveis requeridos para a inibição da polimerização de heme (78,79). 
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Mutações múltiplas nos genes dhfr e dhps conduzem à alteração na forma do alvo 
(enzimas DHFR e DHPS) o que altera a afinidade de ligação aos fármacos proguanil e 
sulfadoxina-pirimetamina (78–80). 
O citocromo bc-1 é alvo do antimalárico atovacuona, usada principalmente na 
prevenção da malária (81,82). Mutações no gene pfcytb alteram o sítio de ligação da 
quinona ao fármaco conferindo resistência (79,83). 
As mutações no gene pfk13 provocam alterações na proteína K13 que estão associadas à 
entrada dos parasitas num estado de quiescência característico da resistência à ARTs. 
 
2.2.2 Mecanismo de resistência à artemisinina e derivados  
Inicialmente a OMS definiu resistência à ART como “o aumento do tempo de 
depuração parasitária após tratamento com artesunato em monoterapia ou ACTs”. Até à 
data a OMS considera que existe apenas uma resistência parcial uma vez que apenas são 
afetados parasitas na fase de trofozoíto imaturo (anel) (12).  
A resistência de P. falciparum aos ACTs está associada a mutações na proteína kelch13 
codificada pelo gene pfK13 (Pf 3D7_1343700) (84). A presença de mutações neste gene 
está correlacionada com o aumento da percentagem de sobrevivência in vitro e do 
tempo de depuração in vivo (84–87). As mutações no gene pfk13 introduzem alterações 
conformacionais na proteína kelch13, permitindo aos parasitas resistir aos efeitos letais 
do stress oxidativo provocado pela ARTs e alterar a regulação genética do ciclo celular, 
através de um resposta proteica, fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K)/ fosfatidilinositol-3-
fosfato (PI3P) e de fatores de transcrição ainda não determinados. Todo este processo 
envolve o metabolismo de ácidos gordos na mitocôndria e no apicoplasto com gastos 
energéticos reduzidos (88,89).  
A função exata de PfK13 em Plasmodium ainda não está totalmente esclarecida, esta 
proteína pertence à família kelch na qual se inclui a proteína humana Keap1 (kelch-like 
ECH associated protein 1). É possível estabelecer analogias funcionais entre PfK13 e a 
proteína Keap1 humana, em particular, na resposta celular ao stress oxidativo (84). 
A proteína Keap1 é um repressor do fator de transcrição Nrf2 (nuclear factor erythroid 
2-related factor 2). Em condições basais o complexo Keap1-Nrf2 leva à 
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poliubiquitinização de Nrf2 mediada pelo complexo ligase Cullin3, que promove a 
degradação proteossomal de Nrf2. Em condições de stress, alterações conformacionais 
de Keap1 limitam a ligação com Nrf2, que deixa de ser degradado e é translocado para 
o núcleo, onde controla a expressão de genes envolvidos na manutenção do equilíbrio 
redox intracelular. O complexo Keap1-Nrf2 regula a resposta citoprotetora ao stress 
provocado por ROS. Assume-se que PfK13 desempenhe uma função semelhante em 
Plasmodium (90).  
As mutações em PfK13 alteram a conformação e a função biológica da proteína 
impedindo a interação com outras proteínas (84). 
Mbengue e colaboradores (89) descrevem que mutações em PfK13 conferem resistência 
à ARTs através do aumento da estabilidade e concentração da enzima PfPI3K, e 
consequentemente da concentração de PI3P, um lípido sinalizador importante na 
exportação de proteínas do retículo endoplasmático do parasita para o eritrócito 
hospedeiro (89). A enzima PfPI3K liga-se a PfK13, sofre poliubiquitinização e 
proteólise. Nos parasitas resistentes, a mutação C580Y de PfK13 diminui a ligação a 
PfPI3K ao domínio kelch, diminuindo assim a sua ubiquitinização e degradação, o que 
permite o aumento da concentração de PI3P (89,91). PI3P é associado a alterações na 
célula hospedeira e a funções do apicoplasto e do vacúolo digestivo, bem como com a 
sobrevivência do parasita através das vias de reparação de DNA, transcricional e redox, 
que também se encontram relacionadas com a resistência à ARTs (89) . 
Perante os dados PI3P surge como o mediador da resistência à ARTs, PfPI3K como um 
alvo importante para a eliminação da malária e PfK13 como marcador molecular da 
resistência à ARTs (84,88,89). 
A identificação do marcador molecular de resistência à ARTs baseado em mutações do 
gene pfK13 permitiu à OMS reformular a definição de resistência, tendo sido incluídas 
informações sobre o genótipo do parasita. Assim sendo, a atual definição de resistência 
à ARTs inclui não só o tempo aumentado de depuração dos parasitas como a presença 
de mutações no gene pfk13 associadas à resistência (12). Esta não é uma definição 
definitiva, uma vez que a lista de mutações associadas à resistência à artemisinina está 
constantemente a ser atualizada. 
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2.2.3 Implicações da resistência aos antimaláricos 
A resistência aos antimaláricos está documentada para todas as classes de fármacos, 
incluindo a ARTs. Os últimos relatórios da OMS dão conta do aparecimento de 
resistência de P. falciparum à ARTs no Sudeste Asiático, sendo agora prevalente em 
regiões do Camboja, República Democrática Popular de Laos, Myanmar, Tailândia e 
Vietname (Figura I-5). Não está descrita há evidência de resistência à ARTs fora dessas 
áreas (92). 
 
Figura I-5– Áreas do Sudeste Asiático onde se encontra descrita resistência à 
ARTs. Adaptado de (2). 
 
Os ACTs constituem a última alternativa eficaz para a terapia da malária. A 
disseminação da resistência a estes fármacos conduzirá ao aumento das taxas de 
morbilidade e mortalidade, e simultaneamente afetará os programas de erradicação e 
gestão clínica de áreas endémicas (93).  
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A resistência aos fármacos antimaláricos tem consequências a nível económico uma vez 
que aumentam os custos associados ao tratamento dos pacientes, à aquisição de redes 
mosquiteiras, absentismo ao trabalho, controlo dos vetores, instalações de saúde, 
educação e investigação (39). 
A administração de ACTs tem como principal vantagem, o fato de a ARTs eliminarem 
os parasitas circulantes no estádio de anel, garantindo assim uma resposta terapêutica 
mais eficaz e rápida (92). A uma depuração parasitária mais lenta associa-se  uma maior 
taxa de falência terapêutica e um maior risco de desenvolver gametocitémia, 
aumentando a probabilidade de transmissão de fenótipos tolerantes à ARTs (86,94). 
Este é um fator de grande importância na saúde pública, pois o efeito das artemisininas 
em reduzir o nível de gametocitémia é crucial nos seus efeitos benéficos no controlo e 
transmissão da malária (95). Outro aspeto relevante é que o fármaco parceiro fica 
sujeito a uma pressão seletiva maior, o que pode levar ao aumento do nível de 
resistência (92).  
 
2.2.4 Detecção de resistência aos antimaláricos 
A rápida disseminação da resistência aos fármacos antimaláricos nas últimas décadas 
tem aumentado a necessidade de uma melhor monitorização do surgimento de 
resistência aos medicamentos, de modo a assegurar uma boa gestão dos casos clínicos, 
permitir a detecção precoce de alterações dos padrões de resistência, e sugerir as áreas a 
serem revistas nas políticas nacionais de tratamento da malária (96) . 
Atualmente estão disponíveis essencialmente três metodologias para monitorizar a 
suscetibilidade de P. falciparum aos fármacos antimaláricos (Figura I-6): 
i) estudos de eficácia terapêutica (in vivo). Os ensaios clínicos permitem uma 
avaliação direta da resposta ao tratamento em pacientes com malária, mas fornecem 
pouca informação sobre a suscetibilidade intrínseca dos parasitas ao fármaco. 
ii) os testes in vitro [ ex.: ensaio de maturação de esquizontes da OMS, ensaios 
isotópicos e os ensaios colorimétricos baseados na lactato desidrogenase do parasita 
(pLDH) e na proteína rica em histidina 2 (HRP2) ] permitem uma avaliação quantitativa 
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da suscetibilidade ao fármaco num ambiente controlado, independente do sistema 
imunológico do paciente e pode fornecer dados essenciais para os ensaios clínicos. 
iii) identificação de marcadores moleculares, como o PCR ou PCR em tempo real, 
pode oferecer perspectivas interessantes para o futuro e detectar fatores inerentes à 
resistência aos fármacos (96). Os testes com intercalantes de DNA e o uso de 
fluoróforos, são sensíveis, relativamente simples e rápidos, e não necessitam de 
equipamento especializado. Estes métodos são uma boa alternativa aos testes de 
suscetibilidade aos antimaláricos, já que permitem obter resultados quantitativos e 
reprodutíveis num curto período de tempo (97). 
 
Figura I-6 – Diferentes abordagens para avaliar a suscetibilidade aos fármacos 
antimaláricos. Adaptado de (3). 
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Tabela I-1 – Comparação entre os testes mais comuns de suscetibilidade in vitro de 
P. falciparum a antimaláricos. Adaptado de (97). 
 MARKIII da OMS Ensaio         
isotópico 




Sensibilidade alta moderada baixa alta alta 
Tempo de cultura 24 h 48 h (até 72 h) 48 h 48 – 72 h 48 h 



























Tempo dispendido Elevada Reduzida Reduzida Reduzida Reduzida 
*pLDH lactato desidrogenase de Plasmodium; ** HRP2 proteína rica em histidina 2 de Plasmodium 
 
2.2.5 Ring Survival Assay 0 – 3 horas (RSA0-3h) 
Apesar da resistência de P. falciparum à ARTs já estar confirmada in vivo, os testes de 
suscetibilidade in vitro tradicionais para cálculo da concentração inibitória (ex. IC50) de 
48 ou 72 horas não revelam resultados correspondentes na suscetibilidade in vitro, o que 
os torna pouco eficazes para monitorização epidemiológica da resistência à ARTs (98). 
Face a esta situação foi desenvolvido o Ring Survival Assay 0-3 horas (Figura I-7). Para 
este ensaio, parasitas no estádio de anel com menos de 3 horas após-invasão (RSA0-3h) 
obtidos de culturas altamente sincronizadas são expostos a 700 nM de DHA, 
concentração correspondente à pressão de fármaco exercida sobre os parasitas durante o 
tratamento de um paciente (4). A percentagem de sobrevivência é calculada através do 





Figura I-7– Representação esquemática do RSA in vivo e in vitro. Adaptado de (4). 
As microculturas de P. falciparum são expostas a 700 nM de DHA durante 6 horas, o 
meio com fármaco é substituído por meio de cultura sem fármaco e cultivadas durante 
66 horas (5). No final da incubação são realizados esfregaços e dois microscopistas 
experientes contabilizam os parasitas viáveis. 
 
Apesar de a análise microscópica ser um método barato, é um procedimento demorado, 
e subjetivo, que não permite a realização de estudos epidemiológicos em larga escala. 
Apesar das limitações que possui o ensaio RSA0-3h apresenta correspondência in vitro 
da suscetibilidade reduzida dos anéis jovens de P. falciparum à artemisinina até agora 
apenas documentada em estudos in vivo. A investigação in vitro destes fenótipos deve 
ser ampliada, para que se possa compreender a sua relação com a recrudescência e o 





2.3 Detecção da viabilidade de P. falciparum 
Um dos problemas que se coloca em relação ao ensaio RSA0-3h, é a dificuldade em 
avaliar a viabilidade dos parasitas (após exposição à DHA) através da sua morfologia 
por observação microscópica. Assim torna-se indispensável a otimização de um método 
simples, reprodutível e rigoroso para quantificar os parasitas viáveis. 
A mitocôndria desempenha a nível celular um papel regulatório do metabolismo 
energético e oxidativo, refletindo assim a viabilidade. No nosso trabalho, optámos por 
focar-nos, na deteção da atividade mitocondrial como indicador de viabilidade dos 
parasitas expostos a fármacos. Os métodos a desenvolver pretendem: 
 - avaliar a viabilidade de P. falciparum durante o estado de dormência induzida pela 
ARTs, quantificando a atividade metabólica dos parasitas intraeritrocíticos, usando 
fluorescência; 
 - construir curvas dose-resposta após incubação com antimaláricos; 
Pretende-se portanto, otimizar um protocolo com vista a obter resultados relevantes de 
uma forma simples e rápida.  
 
2.3.1 A mitocôndria de Plasmodium falciparum 
Os parasitas do género Plasmodium possuem uma única mitocôndria, que aumenta 
consideravelmente de tamanho ao longo do ciclo parasitário intraeritrócitário, até que se 
desenvolve uma rede mitocondrial tubular, que posteriormente se dividirá, de forma a 
que cada merozoítos resultante da esquizogonia receba uma mitocôndria funcional 
(Figura I-8) (99,100). 
O metabolismo energético de P. falciparum difere do do mamífero hospedeiro, pois é 
mais simplificado e apresenta várias vias biossintéticas. A mitocôndria de P. 
falciparum, não oxida completamente a glucose necessária para a síntese de ATP 
mitocondrial e a cadeia de transporte de eletrões mitocondrial é de extrema importância 





Figura I-8 – Modelo da evolução mitocondrial durante o ciclo intraeritrocítico de 
P. falciparum. A - Fase de anel, a mitocôndria é o organelo verde; B – trofozoíto, a 
mitocôndria começa a alongar-se através do citosol, frequentemente associa-se com a 
membrana plasmática.  C, D e E - Durante a esquizogonia a mitocôndria ramifica-se. F 
- A divisão mitocondrial parece ocorrer logo antes da divisão celular, ficando cada 
merozoíto filho com uma pequena mitocôndria. N-núcleo. Adaptado de (6) 
 
Foi detetada atividade transcricional de enzimas mitocondriais em parasitas dormentes, 
que posteriormente conseguiram recuperar, retomando o ciclo de desenvolvimento 
normalmente. Revelando que a mitocôndria está viável durante o estado de dormência e 
que a atividade mitocondrial é crítica para a sobrevivência e o crescimento dos parasitas 
dormentes (101).  
A coloração da mitocôndria com fluoróforos vitais específicos, permite distinguir os 
parasitas dormentes-viáveis, das formas picnóticas inviáveis resultantes da exposição ao 
antimalárico. 
 
2.3.2 Corantes vitais fluorescentes 
Neste estudo, vamos investigar in vitro os efeitos da exposição de P. falciparum a 700 
nM de DHA, sobre a morfologia, o desenvolvimento, crescimento e viabilidade de P. 
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falciparum. Estes parâmetros poderão ser analisados através da utilização de corantes 
fluorescentes. 
O desenvolvimento e crescimento dos parasitas pode ser analisado com SYBR Green I, 
um agente intercalante, que quando ligado ao DNA de cadeia dupla é fluorescente. O 
complexo SYBR GREN I – DNA absorve luz azul com comprimento de onda (λ) 
máximo de 497 nm e emite luz verde com λ 520 nm. Quanto maior a intensidade de 
fluorescência maior a quantidade de DNA (102,103). 
A variação do potencial da membrana mitocondrial de P. falciparum pode ser avaliado 
usando JC-1 (5, 50, 6, 60-tetrachloro-1, 10, 3, 30 tetraethyl benzimidazolo 
carbocyanine iodide), um corante catiónico, que se encontra na forma de monómero no 
citoplasma e apresenta fluorescência verde (525 nm). Como o potencial de membrana 
de uma mitocôndria funcional possui uma carga negativa, permite que o corante 
lipofílico se acumule no seu interior e forme agregados, com fluorescência vermelha 
(590 nm) (104–106). 
A integridade funcional da mitocôndria pode ser avaliada também através da utilização 
de Rodamina 123 (Rh123), um corante catiónico, fluorescente, carregado positivamente 
que é prontamente sequestrado pela mitocôndria ativa. Como este corante cora 
seletivamente a mitocôndria em células vivas, permite avaliar a atividade mitocondrial, 
quando a intensidade da fluorescência é quantificada por um fluorímetro. A Rh123 
apresenta excitação a 507 nm e emissão a 529 nm (verde) (107–109) . 
A resazurina é um corante frequentemente usado como indicador da viabilidade de 
células. No entanto, existem poucos relatos do uso deste composto em P. falciparum 
(110). A resazurina (7-hydroxy-3H-phenoxazin-3-one10-oxide) é um corante azul que 
funciona como indicador de viabilidade celular quando é reduzida, através da atividade 
metabólica da célula, a resorufina (vermelha e fluorescente). A resorufina apresenta 
uma fluorescência cerca de 12 vezes superior à da resazurina (111). A quantidade de 
resorufina (fluorescente) pode ser quantificada (560 nm e 590 nm, respetivamente 





















II - OBJETIVOS 
25 
1. Objetivo Geral 
O principal objetivo deste estudo consistiu em desenvolver um método rápido e robusto 
para o estudo da suscetibilidade à artemisina e derivados. 
 
2. Objetivos Específicos 
1.1. Otimização do ensaio RSA0-3h em microculturas de P. falciparum. 
1.1.1. Quantificação da sobrevivência através da morfologia dos parasitas por 
microscopia ótica. 
1.2. Otimização de um microteste in vitro baseado no RSA0-3h para quantificação de 
sobrevivência usando fluorescência. 
1.2.1. Quantificação da sobrevivência usando intercalantes de DNA; atividade 
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1. Meios de cultura e soluções 
1.1 Meio de cultura RPMI completo  (RPMIc) para P. falciparum 
Foi dissolvido meio Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 (10, 44 g) em água 
MiliQ (1 L), com HEPES (4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid) (5,94 
g/L), Albumax (5g/L), hipoxantina (0,1 g/L) e bicarbonato de sódio 5% (w/v) (3,8 %) 
(v/v). A mistura foi agitada e filtrada em filtro com poro de 0.22 µm para esterilizar. A 
solução com pH 7,8 foi armazenada a 4 °C. 
1.2 Solução Phosphate Buffered Saline (PBS) 
Foi diluída uma pastilha de PBS em 200 mL de água destilada. Posteriormente a 
solução foi autoclavada e armazenada a 4 °C. 
1.3 Sorbitol a 5% 
Foram diluídos 50 g de D-Sorbitol em 1 L de água destilada. Depois de bem 
homogeneizada a solução foi filtrada com filtro de poro 0.22 µm e armazenada a 4 °C. 
1.4 Nycodenz 
Uma solução stock de Nycodenz foi preparada a partir de 55,2 g de Nycodenz sólido 
dissolvido em 200 mL de PBS. A solução foi homogeneizada durante 30 minutos. A 
seguir a solução foi filtrada em filtro com poro de 0.22 µm e armazenada a 4 °C. 
1.5 Giemsa a 20% 
A 40 mL de água tamponada foram adicionados 10 mL de Giemsa puro. A solução 
depois de bem homogeneizada foi filtrada com papel de filtro e armazenada a 4 ºC. 
1.6 Dihidroartemisinina (DHA) 
A DHA foi pesada e solubilizada com DMSO (10%) e PBS. Prepararam-se soluções 
intermédias e a partir da diluição destas em RPMIc foram obtidas soluções de trabalho 
de 7000 nM. 
1.7 Corantes celulares  
Os corantes, Rh123, JC-1, SYBR Green I (SGI) e RZN foram diluídos em RPMIc ou 
PBS para fazer soluções stock que foram armazenadas a –20 ºC. Imediatamente antes 
da utilização os corantes foram diluídos em meio de cultura RPMIc para se obter a 
concentração final desejada.  
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2. Cultura de P. falciparum 
2.1 Eritrócitos não parasitados 
Foi colhido sangue, de dadores voluntários do IHMT, através de  punção intravenosa 
em Vacutainer® com EDTA (ethylenediamine tetraacetic acid). De modo a obter 
apenas eritrócitos (RBCs), o sangue colhido foi centrifugado durante 3 minutos a 2500 
rpm e aspirado o plasma. Para se retirarem os leucócitos, o pellet foi lavado por 
centrifugação com PBS. Este processo foi repetido três vezes. No final, ao pellet de 
RBCs obtido, foi adicionado igual volume de RPMIc de modo a obter um hematócrito 
(HTC) de 50%. Os eritrócitos foram armazenadas a 4º C até à sua utilização. 
 
2.2 Descongelação de P. falciparum 
Para a descongelação de P. falciparum foram necessárias duas soluções estéreis: 
Solução A – 12% (w/v) de NaCl; solução B – 1,6% (w/v) de NaCl. Ampolas congeladas 
de três estirpes de P. falciparum 3D7 (clone sensível à CQ), Dd2 (clone resistente à CQ) 
e 1240 (clone resistente à ARTs) foram retiradas do azoto líquido e descongeladas. A 
solução A foi adicionada lentamente a cada uma das ampolas (0,2 mL por cada mL de 
pellet) e bem homogeneizada durante 3 minutos. A seguir adicionou-se a solução B da 
mesma forma (10 mL para 1 mL de pellet) e centrifugou-se a mistura durante 3 minutos 
a 2500 rpm. Foi aspirado o sobrenadante e transferido o pellet para um frasco de cultura 
com um HTC final de 5% (300 µL RBCs/ 3 mL RPMIc). Ambas as estirpes foram 
mantidas em culturas (37ºC, 5% CO2) de acordo com o método descrito em (Trager and 
Jensen, 1976) (112). 
 
2.3 Monitorização das culturas de P. falciparum 
Diariamente foi calculada a parasitémia das culturas para avaliar o seu 
desenvolvimento. A parasitémia foi calculada a partir da observação microscópica 
(ampliação 1000x) de esfregaços, fixados com metanol a 100%, e corados com Giemsa 
20% durante 30 minutos. 
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2.4 Sincronização de cultura, in vitro, de P. falciparum 
Para preparar as culturas para os ensaios de susceptibilidade e RSA0-3h, as culturas 
foram sincronizadas com sorbitol 5%, de modo a obter um predomínio de formas jovens 
(anéis) (Lambros & Vanderberg 1979) (113). 
As culturas foram centrifugadas a 2500 rpm durante 5 minutos, o sobrenadante foi 
retirado e adicionado sorbitol 5% (9 mL) (aproximadamente 1 mL de pellet). Após 
agitação vigorosa, a cultura foi incubada durante 5 minutos a 37ºC, novamente agitada 
vigorosamente e incubada a 37ºC por mais 5 minutos. Posteriormente foi centrifugada 
durante 5 minutos a 2500 rpm, o sobrenadante foi desprezado e o pellet ressuspendido 
em PBS. Depois de duas lavagens por centrifugação, o HTC foi acertado para 5% com 
hemácias e meio de cultura RPMIc. 
 
2.5 Concentração de formas maduras de P. falciparum pelo método Nycodenz® 
Para a concentração de formas maduras de P. falciparum foi utilizado o gradiente de 
densidade Nycodenz® a 100% em PBS (114). A solução de Nycodenz® foi preparada 
como descrito na secção III-1.4. A cultura, com um rácio anéis: (trofozoítos + 
esquizontes) maior que 2:1,  foi centrifugada durante 3 minutos a 2500 rpm. O 
sobrenadante foi aspirado e o pellet foi lavado, três vezes, por centrifugação (2500 rpm 
durante 3 minutos) em 5 mL de PBS. Após a lavagem o pellet foi ressuspendido em 
PBS na proporção 1/9 (cultura/PBS) obtendo-se assim uma solução a 10%. Esta 
suspensão foi delicadamente adicionada, com uma pipeta, a uma base de Nycodenz, 
respeitando a proporção 2/1 (Nycodenz/ suspensão 10%) e centrifugada a 1100 g, 20 
°C, travão e aceleração 5, durante 20 minutos. 
A 1ª camada foi desprezada e recolhido o anel de esquizontes, que foi lavado três vezes 
com PBS. Foi preparado um esfregaço fino, corado com Giemsa, para avaliar a 
parasitémia de esquizontes. O pellet foi devolvido a condições de cultura com HCT 
final de 2% (200 µL RBCs/ 10 mL RPMIc)  e incubado a 37 ºC, 5%CO2, até completar 
o ciclo de reinvasão. 
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3. Otimização de teste de suscetibilidade in vitro baseado no ensaio RSA0-3h 
Trabalhos recentes demonstraram haver uma correlação entre o tempo de depuração 
parasitária in vivo e  a susceptibilidade dos parasitas in vitro, quando se submetem anéis 
jovens (0-3 horas pós-invasão) de P. falciparum a pulsos de 6 horas com 700 nM de 
DHA e se analisa a percentagem de sobrevivência após 66 horas de incubação (5) . 
No nosso trabalho, partindo do ensaio RSA0-3h in vitro, descrito anteriormente (4) e que 
se encontra no anexo I, pretendemos optimizar uma metodologia, para a realização de 
ensaios de pulso de fármacos em microculturas e com recurso a fluoróforos, que 
permitam  a obtenção de resultados fiáveis, reprodutíveis e facilmente exequíveis.  
 
3.1 Sincronização das culturas 
Para a realização do ensaio de susceptibilidade com pulso de fármaco é necessário ter 
culturas altamente sincrónicas para se obterem parasitas com a idade desejada (0-3h pós 
invasão). 
Uma cultura de 10 mL com parasitémia ≥ a 10% foi sincronizada duas vezes, com 
intervalo de 48 horas, com sorbitol (secção III-2.4). Esquizontes maduros sincronizados 
foram concentrados através de um gradiente de densidades com Nycodenz (secção III-
2.5). Após 24 horas foi feita uma nova concentração das formas maduras, que foram 
incubadas durante 3 horas , após as quais se seguiu uma nova sincronização com 
sorbitol, para eliminar os esquizontes ainda existentes. Foi preparada uma cultura com 
HTC 2% e parasitémia 0,5% -1%  com os anéis entre 0-3 horas. 
 
3.2 RSA0-3h adaptado 
Com o objetivo de simplificar e permitir a análise dos dados através da fluorescência 
lida por um fluorímetro, foram avaliadas diferentes condições separadamente. Sempre 
que uma condição foi considerada ótima, passou-se à avaliação de uma nova condição.  
a) Seleção do tipo de placa 
Para a realização do ensaio, optou-se por adaptar o protocolo RSA0-3h em anexo, 
utilizando placas de 96 poços. Foram avaliadas placas de 96 poços com fundo plano, 
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placas com fundo em V e placas negras. Para selecionar a placa ideal para o ensaio 
foram tidos em conta os seguintes critérios: 
i. desenvolvimento e multiplicação dos parasitas; 
ii. quantidade de cultura sincronizada necessária; 
iii. eficiência durante a lavagem do fármaco; 
iv. necessidade de trocar o meio de cultura durante as 72 horas de incubação; 
v. existência de células suficientes para executar esfregaços. 
Para testar os três tipos de placas, a partir de uma mesma cultura, com HTC 2% e 
parasitémia inferior a 1%, foram distribuídos por cada uma delas, 100 µL (seis poços) e 
200 µL (seis poços) de cultura, que se mantiveram incubadas (37 ºC e atmosfera 5% 
CO2) durante 72 horas, após as quais se fizeram esfregaços fixados com metanol e 
corados com Giemsa para avaliar o desenvolvimento e crescimento dos parasitas de 
cada cultura. 
b) Lavagem da cultura para retirar o fármaco 
Partindo de uma cultura inicial com HTC 2% e parasitémia inferior a 1%, foram 
distribuídos 100 µL  da cultura  por poço, num total de 12, e incubados com DHA por 6 
horas. Em seis dos poços foram feitas três lavagens com 100 µL de PBS e nos restantes 
seis foi feita apenas uma lavagem com RPMIc. Após retirado o fármaco por 
centrifugação, o pellet de cada cultura foi ressuspendido em 100 µL de RPMIc e 
incubado durante 66 horas. Após o período de incubação foram feitos esfregaços 
corados com Giemsa para avaliar o desenvolvimento das culturas. 
 
4. Avaliar a viabilidade de P. falciparum após exposição a DHA 
A viabilidade de parasitas P. falciparum, na presença de um antimalárico, foi avaliada 
com recurso a diversos métodos, tendo em conta o DNA, a atividade mitocondrial e a 
atividade metabólica, que foram examinados com recurso a intercalantes de DNA e 
corantes vitais fluorescentes. A viabilidade foi analisada por microscopia óptica, 
microscopia de fluorescência e quantificação da intensidade de fluorescência emitida 
em fluorímetro de microplacas. 
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4.1 Microscopia Ótica 
A viabilidade dos parasitas foi avaliada por exame microscópico de esfregaços finos, 
fixados com metanol e corados com Giemsa. Foi feita a contagem dos parasitas que se 
desenvolveram em anéis de segunda geração ou trofozoítos com morfologia normal. 
Para obter um esfregaço homogéneo em todas as lâminas, as culturas foram 
ressuspendidas, transferidas para um tubo Eppendorf e centrifugadas a 2000 rpm 
durante 30 segundos. Foram retirados 2 µL do pellet e feitos os esfregaços. As 
parasitémias foram calculadas a partir de um total de, pelo menos, 10.000 eritrócitos por 
ensaio. As lâminas de cada ensaio foram lidas por dois microscopistas diferentes e no 
caso de surgirem discrepâncias nas contagens superiores a 20%, as lâminas foram 
reanalisadas por um terceiro microscopista. 
 
4.2 Relação entre a viabilidade e a fluorescência de SYBR Green I 
Após as 72 horas de incubação foram adicionados a cada um dos poços 100 µl de 
SYBR Green I a 0,25 µL /mL. Depois de incubar a placa , no escuro e a 37 ºC, por uma 
hora, a cultura foi lavada por centrifugação, ressuspendida em 100 µL de PBS e a 
fluorescência foi medida a 485 nm (excitação) e 528 nm (emissão) num fluorímetro de 
microplacas. A intensidade da fluorescência foi analisada e comparada com 
percentagem de sobrevivência dos parasitas, calculada a partir de lâminas coradas com 
Giemsa. 
 
4.3 Determinação do potencial de membrana mitocondrial (∆Ψm) com JC-1 
As variações no ΔΨm foram analisadas corando as culturas de P. falciparum tratadas 
com 700 nM de DHA durante 6 horas e as não tratadas, com 5 µM de JC-1. As 
microculturas foram incubadas durante 30 minutos a 37˚C, após os quais se adicionou 
DAPI. Imediatamente após a incubação foram preparadas lâminas com as culturas que 
foram prontamente observadas, em microscópio de fluorescência, para prevenir a morte 
dos parasitas e evitar o desvanecimento da coloração ao longo do tempo e/ ou durante a 
exposição prolongada a fontes de luz fluorescente.  
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Foi avaliado o ΔΨm pela medição da intensidade de fluorescência verde dos 
monómeros JC-1 e vermelha dos agregados JC-1 que se encontram no interior da 
mitocôndria. A leitura da intensidade de fluorescência foi feita num fluorímetro de 
microplacas, fluorescência verde (525 nm) e fluorescência vermelha (590 nm). Os 
valores obtidos permitiram calcular a proporção de JC-1 (vermelho) / JC-1 (verde) para 
avaliar a perda de potencial da membrana mitocondrial. Os valores obtidos foram 
comparados com a percentagem de sobrevivência obtida através da contagem de 
lâminas coradas com Giemsa. 
 
4.4 Determinação da viabilidade mitocondrial com Rodamina 123 (Rh123) 
As microculturas preparadas de acordo com o item III-3.2, foram coradas com 5 µM de 
Rh123 e incubadas no escuro, a 37ºc durante 30 minutos, tendo sido posteriormente 
adicionado DAPI (4’,6–diamidino-2-phenylindole) para corar o núcleo. Após a 
incubação foi feita uma lâmina a fresco que foi observada no microscópio de 
fluorescência para detetar os parasitas e avaliar a sua viabilidade através da distribuição 
mitocondrial da Rh123. As preparações foram imediatamente observadas após a 
incubação para prevenir a morte dos parasitas e evitar o desvanecimento da coloração 
ao longo do tempo e / ou durante a exposição prolongada a fontes de luz fluorescente.  
Simultaneamente, foi avaliada a integridade da função mitocondrial pela quantificação 
da intensidade de fluorescência da Rh123, que é  dependente do ΔΨm, usando um 
fluorímetro de microplacas, com excitação a 507 nm e emissão a 529 nm. Os valores 
obtidos foram comparados com a percentagem de sobrevivência obtida através da 
contagem de lâminas coradas com Giemsa. 
 
4.5 Análise estatística 
Para a análise estatística dos dados foi utilizado o software GraphPad Prism version 6.0 
(Trial) 2015 (GraphPad Inc. All rights reserved). Para comparar duas amostras, 
independentes e não relacionadas, foi utilizado o teste não paramétrico de Mann-
Whitney. Este teste permitiu comparar a significância estatística entre as percentagens 
de sobrevivência das amostras expostas a 700 nM de DHA com a das amostras não 
expostas.  No caso de p<0,05 foi aceite uma diferença estatisticamente significativa 
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entre as duas amostras. Todos os ensaios foram realizadas em sextuplicado, e repetidos 
no mínimo três vezes .  
 
5. Relação entre a viabilidade de P. falciparum e resazurina 
5.1 Determinação da concentração e do tempo de incubação para fluorescência 
ótima da resazurina para distinção de parasitémias 
Numa placa de 96 poços transparente, distribuíram-se 100 µL/poço de RBCs sãs com 
HTC=4%. Na primeira linha da placa foram adicionados 100 µL/poço de uma cultura 
da estirpe 3D7 de P. falciparum com HTC=4%, a partir do qual se iniciou uma diluição 
seriada de 1:2. Como controlo foram utilizadas apenas RBCs sãs. Adicionaram-se 100 
µL de RZN  (20 µM, 10 µM e 5 µM) de acordo com o esquema da Figura III.1. Depois 
de bem homogeneizada a placa foi incubada a 37°C. Após 1 hora a intensidade de 
fluorescência foi quantificada num fluorímetro (560 nm de excitação e 590 nm de 
emissão). Foram feitas novas leituras de hora a hora até completar 6 horas de incubação 
com RZN. 
 
Figura III-1 – Representação esquemática do ensaio para a determinação da 
concentração e do tempo de incubação para fluorescência ótima da resazurina.   
 
5.2 Relação entre parasitémia e fluorescência da resazurina 
Numa placa de 96 poços transparente, distribuíram-se 100 µL/poço de RBCs sãs com 
HTC=4%. Na primeira linha da placa foram adicionados 100 µL/poço de uma cultura 
da estirpe 3D7 de P. falciparum com HTC=4%, a partir do qual se iniciou uma diluição 
seriada de 1:2. Como controlo foram utilizadas apenas RBCs sãs. Adicionaram-se 100 
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µL de RZN a 20 µM em cada poço. Depois de bem homogeneizada a placa foi incubada 
a 37°C durante 4 horas, altura em que a intensidade de fluorescência foi quantificada 
num  fluorímetro (560 nm de excitação e 590 nm de emissão). Foram feitas novas 
leituras de hora a hora até completar 6 horas de incubação com RZN. 
 
5.3 Análise estatística 
Para todos os ensaios realizados foi analisada a sua qualidade. Para tal, no software 
Microsoft Excel,  foram calculados: média (µ); desvio padrão (σ); signal to background 
ratio (S/B), signal to noise ratio (S/N)) e o factor de desempenho Z’, que foram 
calculados de acordo com as fórmulas: 
 Z′ = 1 − [(3σ(+) + 3σ(−))/ µ(+) − µ(−)] 
S/N = [(µ(+) − µ(−))/σ(−)] 
S/B = µ(+)/µ(−); 
onde µ(+) e σ(+) são a media e o desvio padrão dos eritrócitos parasitados, 
respetivamente; µ(−) e σ(−) são a media e o desvio padrão dos eritrócitos não parasitados, 
respetivamente. 
A qualidade e desempenho de um ensaio pode ser avaliada de diversos modos. Podem 
ter-se em conta medidas relacionadas com o equipamento e a sensibilidade do ensaio, 
como S/N  e S/B. A relação S/N indica a faixa dinâmica (dynamic range) que é possível  
abranger com o equipamento, isto é, a gama de intensidades que podem ser detetadas 
desde o menor sinal até ao máximo sinal. Quanto maior for este rácio menos é o efeito 
do ruído sobre a deteção ou medição do sinal. O valor de S/N não tem em conta toda a 
informação necessária para avaliar a qualidade do ensaio. O rácio S/B não tem em conta 
a variação dos dados, apenas considera as médias do sinal positivo e do background. A 
medida estatística Z’ tem em conta a variação dos dados do ensaio (tanto das amostras 
como dos controlos) e a faixa dinâmica do sinal. Quanto maior for o valor de Z’ mais 
discriminatório é o ensaio, assim: Z’=1 – ensaio ideal; Z’≥0,5 – ensaio bom a excelente; 
0,5>Z’>0 – ensaio pouco satisfatório; Z’ ≤0 – ensaio não satisfatório (115). 
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5.4 Determinação do IC50 da resazurina 
Uma cultura sincronizada, da estirpe 3D7 de P. falciparum, foi centrifugada durante 3 
minutos a 2500 rpm e desprezado o sobrenadante. A parasitémia foi ajustada para 1% e 
o hematócrito para 3%. No primeiro poço, de uma placa de 96 poços, foram adicionados 
135 µL da cultura e nos restantes onze 100 µL. Posteriormente foram adicionados 15 µL 
de RZN ao primeiro poço (concentração final de RZN 1250 µM), a partir do qual se 
iniciou uma diluição seriada de 1:3. Como controlo foi utilizada cultura sem adição de 
RZN. A placa foi incubada a 37ºC, 5%CO2 durante 48 horas. No final da incubação 
foram adicionados 100 µL de SYBR Green I (0,25 uL/mL)  a cada poço. A placa foi 
sujeita às mesmas condições de incubação por 1 hora, centrifugada a 4000 rpm durante 
2 minutos. Depois foi rejeitado o sobrenadante e adicionados 100 µL de PBS que foram 
bem homogeneizados com o pellet. A intensidade de fluorescência foi quantificada num 
leitor de microplacas ( 497 nm excitação e 520 nm emissão). 
A percentagem de sobrevivência dos parasitas foi calculada a partir dos valores de 
fluorescência (RFUs- relative fluorescence units) obtidos em cada um dos poços 
correspondentes a cada concentração de RZN, relativamente ao poço controlo (sem 
composto). A partir da curva de dose-resposta e usando uma regressão não-linear, 
recorrendo ao software GraphPad Prism version 6.0 (Trial) 2015 (GraphPad Inc. All 
rights reserved) foi calculado o valor de IC50 para a RZN. 
 
5.5 Determinação do IC50 da cloroquina para as estirpes 3D7 e Dd2 de P. 
falciparum com resazurina 
Culturas sincronizadas, das estirpe 3D7 e Dd2 de P. falciparum, foram centrifugadas 
durante 3 minutos a 2500 rpm e desprezado o sobrenadante. A parasitémia foi ajustada 
para 1% e o hematócrito para 3%. No primeiro poço, de uma placa de 96 poços, foram 
adicionados 135 µL da cultura e nos restantes onze 100 µL. Posteriormente foram 
adicionados 15 µL de CQ ao primeiro poço (concentração final, 1000 nM – 3D7 e 
10000 nM – Dd2), a partir do qual se iniciou uma diluição seriada de 1:3. Como 
controlo foi utilizada cultura sem adição de CQ. A placa foi incubada a 37ºC, 5%CO2 
durante 48 horas. No final da incubação foram adicionados 100 µL de RZN (20 µM)  a 
cada poço. As placas foram sujeita às mesmas condições de incubação por 6 horas. A  
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intensidade de fluorescência foi quantificada num leitor de microplacas ( 560 nm 
excitação e 590 nm emissão). 
A percentagem de sobrevivência dos parasitas foi calculada a partir dos valores de 
fluorescência obtidos em cada um dos poços correspondentes a cada concentração de 
CQ, relativamente ao poço controlo (sem CQ). 
A partir da curva de dose-resposta e usando uma regressão não-linear, recorrendo ao 
software GraphPad Prism version 6.0 (Trial) 2015 (GraphPad Inc. All rights reserved) 
foi calculado o valor de IC50 para a CQ. 
 
5.6 Aplicação da resazurina para determinação da sobrevivência de P. falciparum 
5.6.1 Determinação da percentagem de sobrevivência das estirpes 3D7 e 1240 de P. 
falciparum com resazurina 
Numa placa transparente de fundo plano de 96 poços, foram distribuídos, por poço, 
90µL de cultura assíncrona (HTC=2% e parasitémia 0,5-1%), num total de 12 poços. 
Seis deles foram expostos a 700 nM de DHA e os restantes seis serviram de controlo, 
tendo sido adicionados apenas 10 µL de RPMIc. Foram também colocadas na placa 
RBC (HTC=2%) tratadas (700 nM de DHA) e não tratadas. A placa foi incubada 
durante 6 horas a 37 ºC e 5% CO2. Para remover a DHA, a placa foi centrifugada a 
4000 rpm durante 2 minutos, o sobrenadante foi cuidadosamente retirado e o pellet foi 
ressuspendido em 100 µl de RPMIc, que após centrifugação foi aspirado. Foram 
adicionados 100 µl de RPMIc a cada um dos poços, e o seu conteúdo transferido para 
novos poços. Posto isto a placa foi incubada durante 66 horas, a 37 ºC e 5% CO2. Após 
o período de incubação foram adicionados 100 µL de RZN (20 µM) e a placa foi 
incubada durante 6 horas a 37 ºC e a intensidade de fluorescência foi quantificada num  
fluorímetro (560 nm de excitação e 590 nm de emissão). A placa foi centrifugada a 
4000 rpm durante 2 minutos, 100 µL do sobrenadante, de cada poço, foram 
cuidadosamente retirados e transferidos para uma placa de 96 poços preta. A 
intensidade de fluorescência foi quantificada num  fluorímetro (560 nm de excitação e 
590 nm de emissão). Os resultados foram expressos como a percentagem de 
sobrevivência calculada através da fórmula:  (110,115). 
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5.6.2 Análise estatística 
Para a análise estatística dos dados foi utilizado o software GraphPad Prism version 6.0 
(Trial) 2015 (GraphPad Inc. All rights reserved). Para comparar duas amostras, 
independentes e não relacionadas, foi utilizado o teste não paramétrico de Mann-
Whitney. No caso de p<0,05 foi aceite uma diferença estatisticamente significativa 
entre as duas amostras. Todos os ensaios foram realizadas em sextuplicado, e repetidos 
no mínimo três vezes . Foram utilizadas as correlações de Pearson e de Spearman para 
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1. Otimização do teste de susceptibilidade in vitro baseado no ensaio RSA0-3h  
Ao longo do nosso trabalho foram investigados vários métodos de avaliar a 
sobrevivência de P. falciparum em cultura na presença de um inibidor nomeadamente 
compostos com atividade antimalárica.  
 
1.1 Sincronização das culturas 
Da conjugação de sincronizações com sorbitol e da concentração de esquizontes 
maduros (secção III-3.1) foi possível obter culturas síncronas com anéis entre as 0 e 3 
horas de idade. 
 
Figura IV-1 - Cultura de P. falciparum após o processo de sincronização.  Os 
esfregaços foram corados com Giemsa (Ampliação 1000 x). As setas indicam anéis com 
idade < 3 horas. 
 
1.2 RSA0-3h adaptado 
Numa placa transparente de fundo plano de 96 poços, foi distribuída a cultura de P. 
falciparum (HTC=2% e parasitémia 0,5-1%). Seis réplicas foram tratadas com 700 nM 
de DHA e as restantes seis serviram de controlo (sem fármaco), tendo sido adicionado 
apenas RPMIc. A placa foi incubada durante 6 horas nas condições standard de cultura 
(secção III-2.2), centrifugada, o sobrenadante descartado e o pellet foi ressuspendido em 
meio RPMIc, incubado 66 horas nas condições standard de cultura. 
 
 




Figura IV-2 – Representação esquemática do ensaio de suscetibilidade RSA0-3h 
adaptado otimizado. 
 
2. Avaliação da sobrevivência de P. falciparum após exposição a DHA 
Para avaliar a sobrevivência dos parasitas  tratados com 700 nM de DHA durante 6 
horas, foram realizados diferentes ensaios capazes de detetar, alterações morfológicas 
(microscopia ótica), desenvolvimento-divisão nuclear (SYBR GREEN I), potencial de 
membrana mitocondrial (JC-1, Rh123) e atividade metabólica (RZN). 
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2.1 Avaliação da morfologia dos parasitas por Microscopia Ótica 
O grau de desenvolvimento e parasitémia dos parasitas tratados com DHA e no controlo 
sem fármaco, foi avaliado em esfregaços, corados com Giemsa e observados por 
microscopia ótica (MO). 
A parasitémia de cada cultura foi calculada a partir de esfregaços sanguíneos e tendo em 
conta os parasitas viáveis. A figura IV-3 mostra esfregaços corados com Giemsa onde 
se podem observar parasitas viáveis (figura IV-3A) onde se distingue presença de 
hemozoína e desenvolvimento parasitário refletido pelo número de núcleos. Quando 
submetidos a DHA os parasitas apresentam atraso no desenvolvimento, sendo 
observáveis formas de anel ou perda de viabilidade traduzida pela presença de formas 
picnóticas. 
 
Figura IV-3 – Morfologia dos parasitas após 72 horas de incubação com e sem 
DHA. Ampliação 1000 x. A - controlo sem DHA, a seta indica a hemozoína; B - 6 
horas de exposição a 700 nM de DHA, B1 - anel; B2 - formas picnóticas inviáveis.  
 
2.2 Variação do potencial de membrana mitocondrial com JC-1 
Para detetar o potencial da membrana mitocondrial (∆Ψm) as culturas não expostas e 
expostas a DHA foram coradas com JC-1 (secção III-4.3) e observadas em microscópio 
ótico de fluorescência (MF). Os parasitas viáveis (com mitocôndria polarizada) 
apresentaram fluorescência vermelha localizada, ausente nos parasitas inviáveis 
indicativo de despolarização da membrana mitocondrial (figura IV-4). 
Na Figura IV-4 são observáveis a azul os núcleos (cromatina) corados com DAPI, o 
eritrócito parasitado (luz visível) e em A e B observa-se fluorescência vermelha 
localizada resultante da acumulação de agregados de JC-1 devido à existência de 
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potencial de membrana, o que indica que a mitocôndria está funcional. Em D e C a 
ausência de acumulação de fluorescência vermelha indica que ocorreu perda de 
potencial de membrana e que a mitocôndria está inativa. 
 
Figura IV-4 – Eritrócitos parasitados com P. falciparum e corados com JC-1. 
Culturas tratadas com 700 nM de DHA durante 6 horas (C e D) e culturas não tratadas 
(A e B), foram incubadas com 5 µM de JC-1 durante 30 minutos a 37ºC. Após a adição 
de DAPI foram preparadas lâminas que foram observadas a fresco em microscópio 
ótico de fluorescência. A - trofozoíto, B - esquizonte, C - trofozoíto, D - forma 
picnótica. As setas indicam mitocôndrias ativas, com fluorescência vermelha.  DAPI 
(4',6-diamidino-2-phenylindole); JC-1 vermelho, ~590 nm; JC-1verde, ~525 nm; LV, 
luz visível.  
 
Foi efetuada a tentativa de quantificar a sobrevivência dos parasitas quando expostos a 
DHA, expressa pela ∆Ψm determinado o rácio JC-1 vermelho/ JC-1 verde da 
fluorescência emitida a ~525 nm (verde) e ~590 nm (vermelho). Analisando os três 
ensaios é possível constatar que não existe uma diferença estatisticamente significativa 
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(teste Mann-Whitney, p>0,05) entre a viabilidade/sobrevivência estimada por JC-1 para 
as  culturas nãos expostas e expostas a 700 nM de DHA. Pelo que foi decidido tentar 
outro método (Anexo II). 
 
2.3 Avaliação do desenvolvimento-divisão nuclear dos parasitas usando SYBR 
Green I  
O processo de otimização do método de avaliação da suscetibilidade de P. falciparum a 
antimaláricos, baseado na deteção da fluorescência do intercalante de DNA – SYBR 
Green I, foi efetuado anteriormente (Machado et al, 2015) (116). 
O desenvolvimento-divisão nuclear dos parasitas tratados com DHA e no controlo sem 
fármaco, foi avaliado pela quantificação da fluorescência emitida pelo intercalante de 
DNA SYBR Green I, que é proporcional à quantidade de DNA em cadeia dupla 
presente.  
 
Figura IV-5 – Quantificação de parasitas após 72 horas de incubação com e sem 
DHA por intensidade de fluorescência  de SYBR Green I e microscopia ótica.        
A - intensidade de fluorescência de SGI em parasitas tratados com DHA 700nM 
(quadrados) e no controlo sem fármaco (bolas abertas). Representados os três ensaios 
cada um com 6 réplicas. B - Percentagem de sobrevivência calculada por microscopia 
ótica (MO) (P% DHA/P% C X 100), barra branca e por fluorescência de SGI  
(RFUsDHA/RFUs C X 100), barra cinzenta. 
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A quantificação do grau de desenvolvimento-divisão dos parasitas foi efetuada 
comparando a intensidade da fluorescência emitida pelos núcleos/DNA nas culturas 
tratadas relativamente às culturas não tratadas (Figura IV-5A). Em paralelo (no mesmo 
ensaio) o grau de desenvolvimento, morfologia e parasitémia, foram também avaliados 
em esfregaços, corados com Giemsa e observados por microscopia ótica (Figura IV-
5B). 
Como podemos observar na figura IV-5A, os parasitas tratados com DHA apresentam 
uma intensidade de fluorescência significativamente menor (p<0,003; Mann-Whitney  - 
Anexo III) que os parasitas não tratados (controlo).  
A viabilidade dos parasitas estimada usando SGI é em média 5,22 (±1,81) vezes 
superior à estimada por MO (figura IV-6B) (Anexo III). 
 
3. Avaliação da viabilidade dos parasitas através do potencial de membrana 
mitocondrial  
3.1 Determinação da viabilidade com rodamina 123 
3.1.1 Avaliação da linearidade do sinal de fluorescência e o valor Z’ do ensaio 
Foi analisada a relação entre a parasitémia e a intensidade da fluorescência da Rh123, 
através de uma regressão linear a partir da qual foram determinados os valores do 
declive e de r2, para estabelecer o perfil de linearidade. Foram realizados dois ensaios 
distintos e verificou-se que  não existe uma relação linear entre a parasitémia e a 
intensidade da fluorescência da Rh123, com r2 = 0,2707 e  r2 = 0,3451 (Figura IV-6B). 
Os valores r2 < 0,5 e Z’< 0 descritos na figura IV-6B, permitem aferir que o método não 
apresenta qualidade, robustez e sensibilidade para ser validado.  




Figura IV-6 -  Otimização das condições de ensaio com Rh123. A - Reta de 
regressão linear e correspondente r2 da intensidade de fluorescência, para parasitas da 
estirpe 3D7 de P. falciparum em estádio de anel, para diferentes parasitémias. B - 
Indicadores da performance da incubação com Rh123 em dois ensaios distintos (n=3). 
r2 – coeficiente de determinação; Z’ - factor de desempenho; S/B – signal to background 
ratio; S/N - signal to noise ratio. 
 
Para avaliar a viabilidade de P. falciparum, as culturas tratadas e não tratadas com DHA 
(6h), foram coradas com Rh123 (secção III-4.4). Após o período de incubação, foi 
quantificada e comparada a intensidade da fluorescência emitida pela Rh123 nas 
culturas tratadas relativamente às culturas não tratadas (Figura IV-7A), sendo 
significativamente mais elevada nas culturas não tratadas (p<0,003; Mann-Whitney  - 
Anexo IV). A sobrevivência dos parasitas traduzida pela percentagem de fluorescência 
das culturas tratadas relativamente às não tratadas foi em média de 57.7% (Tabela IV-
1). No entanto, quando comparadas com a sobrevivência calculada a partir da MO, 
verificou-se que a viabilidade dos parasitas estimada usando Rh123 é ~39 vezes 
superior à estimada por MO (Anexo IV). 
 




Figura IV-7  – Quantificação de parasitas após 72 horas de incubação com e sem 
DHA por intensidade de fluorescência de Rh123 e microscopia ótica. A - 
intensidade de fluorescência de Rh123 em parasitas tratados com DHA 700nM 
(quadrados) e no controlo sem fármaco (bolas abertas).  Representados os três ensaios 
cada um com 6 réplicas. B - Percentagem de sobrevivência calculada por microscopia 
ótica (MO) (P%DHA/P% C X 100) (barra branca) e por fluorescência de Rh123  
(RFUsDHA/RFUs C X 100) (barra cinzenta). 
 
 




MO SGI Rh123 
% sobrevivência – E1 2,46 9,63 58,35 
% sobrevivência – E2 1,03 7,54 58,52 
% sobrevivência – E3 1,38 6,13 50,24 
Média % sobrevivência 1,62 7,77 55,70 
Desvio padrão 0,74 1,76 4,73 
p-value*             0,1             0,1 
*Mann Whitney; MO -  microscopia óptica; SGI – SYBR Green I; Rh123 – Rodamina 123 
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Na tabela IV-1 são apresentados dados de três ensaios diferentes (E1, E2 e E3) 
realizados com a estirpe 3D7 de P. falciparum. Para cada ensaio a percentagem de 
sobrevivência foi calculada através de microscopia ótica, fluorescência de SYBR Green 
I e fluorescência de Rh123. A tabela IV-1 mostra que não existe diferença 
estatisticamente significativa entre os valores calculados entre cada um dos métodos 
(p>0,05, Mann-Whitney). No entanto, os métodos fluorimétricos sobrestimam a 
percentagem de sobrevivência. 
 
4. Avaliação da viabilidade dos parasitas através atividade metabólica 
4.1 Determinação da viabilidade com resazurina 
4.1.1 Avaliação da linearidade do sinal de fluorescência e o valor Z’ do ensaio 
Foi analisada a relação entre a parasitémia e a intensidade da fluorescência da RZN, 
através de uma regressão linear a partir da qual foram determinados os valores do 
declive e de r2, para estabelecer o perfil de linearidade. Verificou-se que existe uma 
relação linear positiva do aumento da fluorescência com a parasitémia, com um 
ajustamento de r2 = 0,8504 para a concentração de 10 µM de RZN. Foi também possível 
observar que a intensidade da fluorescência aumenta com o tempo de incubação 
(declive = 17117±1311, para uma concentração de 10 µM) (Figura IV-8). Os valores de 
r2 e Z’ (>0,5) descritos na tabela IV-2 permitem aferir que a partir de 4 horas de 
incubação com RZN (10 µM) o método já apresenta qualidade e robustez para ser 
validado. No entanto, os valores de eficiência do método são mais elevados (r2 = 
0,8504, declive = 17117±1311 e Z ‘= 0,5916) com 6 horas de incubação (Tabela IV-2). 
 
 





Figura IV-8 – Incubação com resazurina: linha de regressão linear e 
correspondente r2 da intensidade de fluorescência, para parasitas da estirpe 3D7 
de P. falciparum em estádio de anel, ao longo de seis horas e para diferentes 
parasitémias. A - Indicadores da performance da incubação com 2,5 µM de RZN e 
parasitémia 0% - 2,5%; B - Indicadores da performance da incubação com 5 µM de 
RZN e parasitémia 0% - 2,5%;  C - Indicadores da performance da incubação com 10 
µM de RZN e parasitémia 0% - 2,5%;   D - Indicadores da performance da incubação 
com 10 µM de RZN e parasitémia 0% - 8%.   
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Tabela IV-2 – Incubação com RZN. Indicadores da performance da incubação com diferentes concentrações de RZN e parasitémias, ao 
longo de 6 horas.
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4.1.2 Determinação do IC50 da resazurina 
Uma vez satisfeitas as condições de eficiência, robustez e sensibilidade do método 
usando RZN, foi determinada a possível toxicidade da RZN para as formas assexuadas 
de P. falciparum. 
 
Figura IV-9 – Curva dose – resposta em função do logaritmo das diferentes doses 
de RZN e IC50 para a estirpe 3D7 de P. falciparum. 
 
Tendo em conta o IC50 obtido (11,01 µM), constatou-se que, a RZN na concentração em 
teste não é tóxica para as formas assexuadas de Plasmodium falciparum (Figura IV.9). 
Otimizadas as condições de ensaio (10 µM de RZN e 6 horas de incubação em placa 
transparente) estas foram aplicadas nos ensaios de suscetibilidade a fármacos 
subsequentemente realizados. 
 
4.1.3 Determinação do IC50 da cloroquina para as estirpes 3D7 e Dd2 de P. 
falciparum com resazurina 
Os IC50s determinados para a CQ utilizando RZN são comparáveis com os obtidos com 
SGI (Figura IV.10 – A e B). Apesar de os valores obtidos com RZN serem mais 
elevados, mantém-se o mesmo formato de inibição de crescimento com os dois 
fluoróforos. Os resultados mostram que o IC50 para a CQ na estirpe Dd2 é mais elevado 
que na estirpe 3D7, tanto com RZN (≈ 22,7 x superior) como com SGI (≈ 28,2 x 
superior).  




IC50 (nM) ± SD 
3D7 Dd2 
Resazurina 30,74 ± 6,67  624,45 ± 34,29  
SYBR Green I 15,98 ± 0,52  452,00 ± 148,78 
Figura IV-10 – Concentração inibitória da CQ para P. falciparum. Curvas dose 
resposta representativas, obtidas através do ensaio de suscetibilidade com RZN (linha 
negra) e SGI (linha cinzenta). A – estirpe 3D7; B – estirpe Dd2; C – média do IC50 
determinada através da intensidade de fluorescência emitida pela RZN e SGI, de ensaios 
realizados em dias diferentes, ± desvio padrão (SD). Foram realizados 2 ensaios 
independentes para cada estirpe. CQ – cloroquina; RZN – resazurina; SGI – SYBR 
Green I. 
 
4.2 Aplicação da resazurina para determinação da sobrevivência de P. falciparum 
4.2.1 Determinação da percentagem de sobrevivência das estirpes 3D7 e 1240 de P. 
falciparum com resazurina 
Para aferir a eficácia da RZN na determinação da percentagem de sobrevivência de P. 
falciparum, foram calculadas as percentagens de sobrevivência de culturas assíncronas 
das estirpes 3D7 (sensível à artemisina) e 1240 (resistente à artemisinina) de P. 
falciparum, quando tratadas com 700 nM de DHA por 6 horas. 
C 
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Tabela IV-3 – Comparação da % de sobrevivência calculada através da 
intensidade de fluorescência de RZN e por MO, para as estirpes 3D7 e 1240 de P. 
falciparum. 
Estirpe 3D7 1240 
% sobrevivência MO RZN  MO RZN  
E1 0,3 18,4 1,7 42,3 
E2 0,8 27,4 0,6 42,2 
E3 0,5 11,6 2,6 27,6 
Média  0,53 19,13 1,63 37,37 
Desvio padrão 0,25 7,93 1,00 8,46 
p-value* 0,1 0,1 
r 0,5 - 0,5 
MO – microscopia ótica; RZN – resazurina; * - Mann Whitney; r – coeficiente de correlação de 
Spearman; E1, E2 e E3 – ensaio 1, ensaio 2 e ensaio 3, respetivamente. 
 
A percentagem de sobrevivência dos parasitas foi determinada comparando a 
intensidade de fluorescência emitida pela RZN nas culturas tratadas com 700 nM de 
DHA relativamente às culturas não tratadas. No mesmo ensaio, o grau de 
desenvolvimento, morfologia e parasitémia, foram também avaliados em esfregaços, 
corados com Giemsa e observados por microscopia ótica. 
Os resultados apresentados na tabela IV-3, mostram que a sobrevivência dos parasitas 
traduzida pela percentagem de fluorescência das culturas tratadas relativamente às não 
tratadas foi em média de 19,3% para a estirpe 3D7 e de 37,37% para a estirpe 1240. 
Quando comparados os valores de sobrevivência calculados a partir da MO e da 
intensidade da fluorescência da RZN, verificou-se que a viabilidade dos parasitas 
estimada usando RZN é superior à estimada por MO, para as duas estirpes de P. 
falciparum (Anexo V). Como podemos observar na tabela IV-3, não existe uma 
diferença estatisticamente significativa (teste Mann-Whitney, p>0,05) entre as 
percentagens de sobrevivência calculadas para a estirpe 3D7 (sensível à ARTs) e a 
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A malária provocada por Plasmodium falciparum continua a ser das doenças 
parasitárias mais letais, tendo provocado cerca de 438 mil mortes em 2015 (117). 
Neste momento, a artemisinina e os seus derivados são os antimaláricos mais potentes e 
rápidos no tratamento da malária. A eficácia clínica da ARTS tem vindo a diminuir na 
região do Grande  Mekong, onde há um aumento do tempo de depuração parasitária e 
dos casos de recrudescência (118,119). Este fenótipo pode explicar-se em parte pela 
capacidade do parasita, na fase de anel, conseguir interromper o seu desenvolvimento 
entrando num estado de dormência, do qual é capaz de recuperar após a remoção do 
fármaco, retomando o seu normal desenvolvimento intraeritrocítico (119,120). 
O RSA0-3h é um método útil para investigar o mecanismo de resistência à ARTS, no 
entanto apresenta como inconveniente a morosidade e a necessidade de microscopistas 
experientes capazes de distinguir parasitas viáveis em pelo menos 10 000 eritrócitos em 
esfregaços corados com Giemsa, o que em parte torna o método subjetivo (121). No 
nosso estudo optámos por desenvolver um método de fluorescência, baseado no RSA0-
3h, capaz de distinguir de forma rápida e sensível os parasitas viáveis. Para isso, 
avaliámos vários corantes vitais fluorescentes: SYBR Green I, JC-1, rodamina 123 e 
resazurina.  O ensaio RSA0-3h otimizado e padronizado para uma placa de 96 poços é 
uma boa alternativa pois reduz a quantidade de cultura com anéis 0-3h sincronizados 
necessária, o que o torna aplicável para a realização de um maior número de ensaios de 
suscetibilidade, bem como para estudos sobre o tempo de duração do período de 
dormência e recuperação dos parasitas dormentes. Para além de garantir uma economia 
de reagentes e recursos.  
Através da observação microscópica foi possível observar que os parasitas tratados com 
700 nM de DHA ou perdem a viabilidade ou se estão viáveis apresentam atraso no 
desenvolvimento, sendo observáveis formas de anel. O que indica que o parasita entrou 
num estado de quiescência e interrompeu o seu desenvolvimento. Já os parasitas não 
tratados com fármaco apresentam-se na forma de esquizontes onde é possível observar a 
divisão nuclear e hemozoína, refletindo desenvolvimento parasitário. 
O corante SYBER Green I cora indiscriminadamente o DNA tanto nos parasitas viáveis, 
como nas formas picnóticas inviáveis. A simplicidade do método por nós otimizado e 
descrito em (116) é uma vantagem, no entanto não permite diferenciar com 
sensibilidade e robustez os parasitas viáveis (121). No nosso trabalho foi possível 
verificar que a percentagem de sobrevivência determinada por este método é cerca de 
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10 vezes superior à calculada por microscopia ótica, resultado explicado, pelo fato de 
ter sido corado o DNA de todos os parasitas tanto nas cultura tratadas (700nM de DHA 
durante 6 horas) como nas não tratadas, independentemente de estes se encontrarem 
viáveis ou não. 
O corante mitocondrial JC-1 permite detetar a viabilidade dos parasitas através do 
potencial de membrana da mitocôndria. Os parasitas viáveis, com potencial 
mitocondrial intato apresentam a mitocôndria corada de vermelho devido à acumulação 
no seu interior de agregados JC-1. Quando o parasita está morto, sem potencial de 
membrana mitocondrial, o citoplasma é corado de verde devido aos monómeros JC-1 
(5). Corando com JC-1 uma cultura de P. falciparum na qual se encontrem parasitas 
com diferentes estados de viabilidade, estes são facilmente distinguidos, o que torna 
este método adequado para validação e confirmação de dados obtidos através de outros 
métodos (como por exemplo SGI), quando utilizado em microscopia de fluorescência. 
O corante JC-1 não é totalmente específico para a mitocôndria o que o torna pouco 
adequado para a quantificação da intensidade de fluorescência relativa à função da 
mitocôndria (122), como foi possível constatar no trabalho por nós realizado. 
A utilização da rodamina 123 permite a coloração seletiva de mitocôndrias em células 
vivas, uma vez que este corante se acumula predominantemente na mitocôndria do 
parasita (108). No entanto, este corante também se acumula em todo o citoplasma de 
alguns parasitas, nomeadamente P. falciparum (123), fato este que poderá estar 
relacionado com os valores de sobrevivência sobrestimados por este corante 
relativamente aos determinados por microscopia ótica. Propusémo-nos desenvolver um 
método de deteção de viabilidade baseado na quantificação da intensidade de 
fluorescência de rodamina 123, mas não pôde ser validado pois não apresentou 
qualidade, robustez e sensibilidade, o que se traduziu pelos valores de r2 < 0,5 e Z’< 0. 
A resazurina é um indicador redox que pode ser utilizado para determinar o número de 
células viáveis, que possuem o metabolismo ativo capaz de reduzir a resazurina em 
resorufina. A quantidade de resorufina produzida é proporcional ao número de células 
viáveis que podem ser quantificadas através da intensidade de fluorescência (111). 
Propusémo-nos desenvolver um método de deteção de viabilidade baseado na 
quantificação da intensidade de fluorescência da resazurina que foi validado pelo fator 
de desempenho Z’>0,5 e pela  relação S/B>1. Para a realização de ensaios futuros foi 
determinado que deveriam ser utilizados 10 µM de resazurina, com um tempo de 
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incubação de 6 horas com base no maior declive e r2 obtidos para a curva de correlação 
e o maior fator de desempenho Z’. Além da robustez deste método, também foi 
verificada a reprodutibilidade através dos valores de IC50 determinados de forma 
consistente para a cloroquina (estirpes 3D7 e Dd2 de P. falciparum) em diferentes 
ensaios. Os valores de IC50 são comparáveis com os valores obtidos com SYBR Green 
I, apesar de os valores obtidos com RZN estarem sobrestimados. A aplicação deste 
método à monitorização da sobrevivência dos parasitas ainda está numa fase precoce 
mas, os resultados obtidos até à data indicam que a viabilidade dos parasitas é 
sobrestimada com este método. Tendo em conta que os valores de IC50 determinados 
também são superiores aos obtidos com SYBR Green I devem prosseguir-se os estudos 
com este método, para clarificar a sua robustez e sensibilidade, para diferenciar 
parasitas viáveis. Contudo, este fluoróforo é capaz de quantificar a viabilidade, pois há 
uma diferença entre os valores determinados para a estirpe 3D7 (sensível à ARTs) e a 
1240 (resistente à ARTs). Sendo que a percentagem de sobrevivência é em média 
19,13% para a estirpe 3D7 e 37,37 % para a estirpe 1240 de P. falciparum. 
Em conclusão, foi otimizado um ensaio de viabilidade de P.  falciparum em placa de 96 
poços, baseado no ensaio RSA0-3h. O formato de ensaio otimizado permite incluir várias 
réplicas possibilitando o controlo do erro experimental introduzido pelas manipulações 
sucessivas, a redução de custos e facilitar a realização de um maior número de ensaios 
simultâneos. A resazurina demonstrou ser uma ferramenta aplicável para os ensaios de 
suscetibilidade e de viabilidade de P. falciparum a fármacos. Para uma concentração de 
10 µM e um período de incubação de 6 horas, este fluoróforo apresenta 
reprodutibilidade e robustez com uma eficiência de desempenho Z’>0,5 e valores de 
IC50 da cloroquina consistentes para as estirpes 3D7 e Dd2 de Plasmodium falciparum. 
A resazurina apresenta vantagens em relação a outros corantes vitais como SYBR 
Green I, JC-1 e rodamina 123 pois é mais barata, não é tóxica para as formas 
assexuadas de P. falciparum (10 µM) , não é radioativa, permite obter de forma simples 
(um único passo) resultados reprodutíveis e sensíveis que podem ser utilizados em 
estudos de larga escala, e pode ser aplicada simultaneamente com outros métodos. Os 
ensaios com resazurina podem ser adaptados para estudos de campo, permitindo uma 
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DADOS RELATIVOS AO CORANTE JC-1 
Para quantificar a sobrevivência dos parasitas quando tratados com DHA, expressa pela 
∆Ψm foi determinado o rácio JC-1 vermelho/ JC-1 verde da fluorescência emitida a 
~525nm (verde) e ~590nm (vermelho) (figura 1). Quanto maior o rácio maior a 
viabilidade da população de parasitas. Analisando os três ensaios é possível constatar 
que não existe uma diferença estatisticamente significativa (teste Mann-Whitney, p 
>0,05) de viabilidade/sobrevivência entre culturas nãos expostas e o das culturas 
expostas estimada pelo JC-1. 
A viabilidade dos parasitas estimada usando JC-1 é superior à estimada por MO. 
 
Figura A-II – Variação do potencial de membrana mitocondrial representada pelo 
rácio da intensidade de fluorescência JC-1 red/ JC-1 green. A - No gráfico são 
comparados os rácios das culturas não tratadas (barra vermelha)  e tratadas com 700 nM 
de DHA durante 6 horas (barra verde), de três ensaios distintos com 6 réplicas cada. Os 
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DADOS RELATIVOS AO CORANTE RESAZURINA 
Tabela V. 1 – Comparação da % de sobrevivência calculada em placa transparente e 




Microscópio RZN T* RZN P*1 Microscópio RZN T* RZN P*1 
% sobrevivência 0,3 18,4 21,1 1,7 42,3 49,7 
% sobrevivência 0,8 27,4 30,3 0,6 42,2 47,9 
% sobrevivência 0,5 11,6 15,3 2,6 27,6 39,3 
Média % sobrevivência 0,53 19,13 22,23 1,63 37,37 45,63 
Desvio padrão 0,25 7,93 7,56 1,00 8,46 5,56 
p-value  0,7  0,4 
r  1  1 
* Leitura da fluorescência da RZN em placa transparente;  *1Leitura da fluorescência da 
RZN em placa preta. 
Existe uma correlação positiva perfeita 
(correlação de Spearman, r=1) entre as 
percentagens de sobrevivência calculadas 
através da intensidade de fluorescência lida 
em placa transparente e placa preta, tanto para 
a estirpe 3D7  de P. falciparum como para a 
estirpe 1240 da mesma espécie. Não existe 
uma diferença estatisticamente significativa 
entre as percentagens de sobrevivência 
calculadas pelas duas placas (teste Mann-
Whitney, p>0,05). 
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Teste Mann-Whitney 
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